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Введение 

На протяжении более чем 20-летней 
истории изучения хеликобактер пилори- 
ассоциированной инфекции одной из глав- 
ных проблем является ее своевременное и 
достоверное распознавание. Микроорга- 
низмы рода Нейсофацег известны как оби- 
татели гастроинтестинального тракта че- 
ловека и многих видов животных (соба- 
ки, кошки, свиньи, грызуны) [7]. Один из 
представителей этого рода — Нейсофацет 
руоп - обнаруживается в желудке обезь- 
ян [3, 4, 7]. Первоначально для диагности- 
ки Н. ру1ой использовали бактериологи- 
ческий метод, но он не получил широко- 
го распространения в силу ряда физиоло- 
гических особенностей возбудителя. Поэ- 
тому в настоящее время существуют раз- 
личные диагностические методы («уреаз- 
ный», гистологический, ПЦР), позволяю- 
щие с достаточно высокой степенью чувс- 
твительности и специфичности выявить 
наличие Н. ру|оп в биосубстратах от боль- 
ных желудочно-кишечными заболевания- 
ми [2,5]. Однако эти методы требуют опре- 
деленного оборудования, длительного вре- 
мени для получения ответа. В связи с этим, 
широкое распространение получили серо- 
логические методы такие, как РКА, РА, 
РНГА и другие - быстровыполнимые, ос- 
нованные на латекс-агглютинации и твер- 
дофазном ИФА [1, 6]. Серологические ме- 
тоды основаны на определении уровня ан- 
тител, которые вырабатываются в ответ 
на хеликобактерии. При инфицировании 
НейПсофацег руюп первыми появляются 
[2М, а №2А - через несколько дней в мак- 
симальных титрах, что свидетельствует об 
острой стадии заболевания. Однако клини- 
ческая важность [2А антител к Н. ру|оп в 


сыворотке остается противоречивой и их 
определение в практике не использует- 
ся. Через 10-20 дней повышается уровень 
>С, который сохраняется, пока присутс- 
твует инфекция. Падение уровня антител 
после излечения происходит через 4-5 ме- 
сяцев. Поэтому серология также являет- 
ся средством для мониторинга эффектив- 
ности противомикробного лечения. Недав- 
но были разработаны серологические тес- 
ты - «ИммуноКомб П Н.руош 12С» (ЗАО 
«БИОГРАДЬ, Россия) и «Ру!опзеё Огу» 
(Опоп П\апоз$Яса, ЕЗРОО, Финляндия) с 
высокой чувствительностью и специфич- 
ностью. В данной работе акцентируется 
внимание на возможности использования 
этих тестов для выявления антител к Н. 
руюп! у обезьян. 
Материалы и методы 

Сыворотки. Исследована 171 сыворот- 
ка крови, полученная от 15 больных желу- 
дочно-кишечными заболеваниями обезьян 
иот 156 - без клинических признаков забо- 
леваний желудочно-кишечного тракта жи- 
вотных. 

В работе использованы коммерческие 
наборы для определения антител к бак- 
териям НеПсофацет ру!о в сыворотках и 
плазме крови человека. 

Тест-система «ИммуноКомб П Н. ру- 
ют 18С». Тест-система «ИммуноКомб П 
Н.руон ГС» представляет собой набор 
компонентов для количественного опре- 
деления 12С антител к НеПсофацег руюп 
в сыворотке или плазме крови человека. 
Это метод непрямого твердофазного им- 
муноферментного анализа (ИФА). Твер- 
дой фазой является гребень с 12 зубцами. 
Каждый зубец сенсибилизирован в трех 
местах: верхняя точка - козьими антитела- 
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ми к иммуноглобулину человека (внутрен- 
ний контроль) и нижняя точка - инактиви- 
рованными антигенами Н. ру|он. Проявоч- 
ная ванна имеет 6 рядов (А-Е) из 12 ячеек, 
каждый ряд содержит готовые к использо- 
ванию растворы реагентов для различных 
стадий анализа. В ячейках ряда А проявоч- 
ной ванны происходит специфическое свя- 
зывание антител с антигенами Н. ру!ой на 
нижней точке зубца гребня. Одновремен- 
но иммуноглобулины, присутствующие 
в образцах, захватываются антителами к 
иммуноглобулину человека в верхней точ- 
ке (внутренний контроль). Несвязанные 
компоненты смываются в ячейках ряда В. 
В ячейках ряда С [2С антитела против Н. 
руо11, захваченные зубцами, взаимодейс- 
твуют с антителами против [С человека, 
меченными щелочной фосфатазой. В сле- 
дующих двух рядах не связавшиеся компо- 
ненты удаляются промывкой. В ячейках 
ряда Е связанная щелочная фосфатаза вза- 
имодействует с хромогенным субстратом. 
Результаты реакции наблюдаются в виде 
серо-голубых пятен на поверхности зубца 
гребня. 

Перед началом анализа сыворотки 
разбавляли в соотношении 1:11, добавля- 
ли к разбавителю в ячейках ряда А про- 
явочной ванны и перемешивали. В ячей- 
ки вставляли гребень, содержащий антиге- 
ны Н. ру!о11. Реакция шла 30 минут. Затем 
гребень вставляли в ячейки ряда В, где осу- 
ществлялась промывка в течение 2 минут. 
В ячейках ряда С гребень находился 20 ми- 
нут (в течение этого времени происходило 


связывание конъюгата). В ячейках рядов 
ЛиЕ гребень промывали в каждом ряду в 
течение 2 минут. В ряду Е в течение 10 ми- 
нут шла цветная реакция, после чего гре- 
бень снова помещали в ряд Е, где происхо- 
дила остановка реакции. 

Результаты учитывали при анализе 
положительного контрольного образца, 
то есть должны были проявиться 2 пятна, 
анализе отрицательного контрольного об- 
разца (проявление верхнего пятна — внут- 
ренний контроль) и исследуемых образцов 
(появление верхнего пятна, что подтверж- 
дает внесение образца). 

При учете результатов сравнивалась 
интенсивность окраски нижнего пятна с 
положительным контролем. Пятно с ин- 
тенсивностью окрашивания выше, либо 
равной интенсивности окрашивания поло- 
жительного контроля указывало на то, что 
в данном образце [2С антитела к Н. ру!он 
присутствовали в низком титре. Проводи- 
ли также количественный учет результа- 
тов путем сравнения интенсивности окра- 
шивания нижнего пятна каждого образца 
с интенсивностью цветной шкалы «Комб- 
Скейл». 

Тест-система «Руюп5е Оту». «Ру|оп- 
зеё Огу» — быстрый тест, основанный на ре- 
акции латекс-агглютинации, для определе- 
ния общего количества антител Н. руюй 
в сыворотке крови. Это латексный реа- 
гент, содержащий фракции латекса, сенси- 
билизированные с частично очищенными 
и высушенными антигенами Н. руон. Ан- 
титела Н. ру1ош, присутствующие в сыво- 


Таблица 1 
Сравнение результатов тестов «Иммунокомб» и «Ру ог15е Огу» 
Результаты 
Номер обезьяны «Иммунокомб И ле 
Н.руюп! 2С», ед/мл 
2438 >120 ++ 
35896 - + 
34125 - ++ 
35100 - - 
32324 - ++ 
34450 >120 ++ 
26071 >120 + 
35267 40 ++ 
33605 - В 
33356 - + 
35335 - те 


Примечание: «+» - частичная агглютинация,; «++» - полная агглютинация. 
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роточной пробе, реагируют с сенсибилизи- 
рованными фракциями латекса, приводя к 
визуально заметному склеиванию. На тес- 
товую карточку добавляли 30 мкл раство- 
ряющей буферной жидкости и 10 мкл сы- 
воротки крови. Перемешивали капли с ла- 
тексным реагентом путем кругообразного 
поворачивания карточки в течение 3 ми- 
нут. Результат теста считали реактивным 
(сыворотка содержит определимое коли- 
чество Н.ру!оп), если образование скопле- 
ний обнаруживалось через 3 минуты. При 
этом агглютинацию считали полной, ес- 
ли на белом фоне отчетливо были видны 
красные гранулы или частичной, если гра- 
нулы были различимы, но фон оставался 
темным. 
Результаты и обсуждения 

В результате иммуноферментного ана- 
лиза, проведенного с помощью тест-систе- 
мы «ИммуноКомб П Н.руой ТС» анти- 
тела 12С к Н. ру1ой выявлены в 33%. При 
этом в 72,7% [С были обнаружены в низ- 
ких титрах (20-60 ед/мл), в то время как в 
высоких титрах, то есть более 120 ед/мл ан- 
титела регистрировались в 21,2%, а в сред- 
них титрах (60-120 ед/мл) —в 6,1%. 

Методом латекс-агглютинации (тест 
«Руопзеё ПОгу») исследован 71 образец 
сывороток крови обезьян, из которых 49 
(69%) дали положительный результат, то 
есть в данных сыворотках содержались ан- 
титела к Н. ру!оп. В подавляющем боль- 
шинстве случаев (40,9%) отмечалась пол- 
ная агглютинация, то есть на белом фоне 
были отчетливо видны красные гранулы. 
В 93,3% антитела к Н. руюп обнаружены 
в сыворотках крови больных обезьян, а в 
62,5% - у клинически здоровых животных. 

Сравнительная характеристика ре- 
зультатов тестов «Руоп5е Огу» и «Им- 
муноКомб П Н.руюп 1(». Проведен со- 
поставительный анализ эффективности 
использования вышеозначенных тестов. 
Параллельно исследованы 11 сывороток 
крови обезьян. Результаты сравнения тес- 
тов представлены в таблице 1. 

Тест «ИммуноКомб П Н.руюй ТС» 
определил 4 положительных образца, в 
то время как «Руог5е Огу» - 9. Согласно 
иммуноферментному анализу в 2 пробах 
была отрицательная реакция, при этом в 
«Руюопзе Огу» имела место частичная аг- 
глютинация. В 18,2% отмечено совпадение 
отрицательных результатов. Пять сыворо- 
ток из 11 (45,6%) в тесте «Ру|отзей Оту» да- 
ли положительный результат при отрица- 
тельном в «ИммуноКомб П Н.руоп 1еС». 
Совпадение положительных результатов 


отмечено в 36,4%. 

Таким образом, в результате приме- 
нения тест-системы «ИммуноКомб П 
Н.руоп [2С» можно получить качествен- 
ную и количественную оценку содержа- 
ния иммуноглобулинов класса С, в то вре- 
мя как «Руоп5е{ Огу» показывает только 
наличие общего количества антител к хе- 
ликобактер пилори. Кроме того, примене- 
ние этого теста имеет свои ограничения, 
то есть положительный результат теста не 
делает различия между активной и пассив- 
ной болезнью и не обязательно свидетель- 
ствует о желудочно-кишечном расстройс- 
тве. При использовании данного теста не- 
обходимо опираться на клиническую сим- 
птоматику и проводить его в случае забо- 
левания. Отрицательный результат указы- 
вает на то, что в исследуемом образце нет 
определимого количества антител, а такое 
бывает на ранней стадии развития болезни, 
до повышения иммунной реакции. «Имму- 
ноКомб П Н.руюп 12С» можно применять 
во всех случаях, когда есть подозрение на 
присутствие Н. руо!! в организме, то есть 
как при гастроинтестинальных синдромах, 
так и для контроля лечения, а также в про- 
филактике, с целью выявления риска раз- 
вития НеПсофацет ру|оп-ассоциированных 
заболеваний. Кроме того, преимуществом 
данной тест-системы является возмож- 
ность количественного определения титра 
>С, который отражает степень пораже- 
ния желудка хеликобактериями. 

Выводы 

В процессе работы определены нали- 
чие антител и уровни [оС к Н. руюп. На 
основании полученных данных можно счи- 
тать, что наличие местного антительного 
ответа на Н. руюп! у обезьян является кос- 
венным аргументом в пользу суждения о 
патогенетическом значении этих микро- 
организмов при желудочно-кишечных за- 
болеваниях обезьян. Выявление антител 
к данному возбудителю у клинически здо- 
ровых обезьян свидетельствует о возмож- 
ности легкого течения инфекции, что име- 
ет место практически при всех инфекцион- 
ных заболеваниях. При сравнении резуль- 
татов использования тест-систем «Имму- 
ноКомб П Н.руюн 1С» и «Руюг5е! Огу» 
мы отдали предпочтение «ИммуноКомб 
П Н.руюп ГО», позволяющей не только 
быстро (в течение часа) провести качес- 
твенную реакцию, но и косвенно оценить 
количество антител к Н. руюп! у обезьян. 
Данный набор также позволяет осущест- 
вить надежный серологический контроль 
за инфекцией Н. ру!оп и контроль за эф- 
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фективностью лечения хеликобактериоза. 
Тест «Руопзеё Огу» можно использовать 
для помощи в диагностике инфицирования 
Н. руоп как экспресс-метод. Мы счита- 
ем, что коммерческие иммунологические 


ЗОММАКУ 


тест-системы «ИммуноКомб П Н.руюп 
1©С» и «Ру|опзе{ Оту», которые разработа- 
ны для определения антител к Нейсофасег 
руот у человека, можно рекомендовать 
для аналогичного исследования у обезьян. 


Те ду оЁ апбБоате$ фо НейсоБасег руо! т шопКеуз зегит уаз сагте@ оп ито {0 соштегса! КИ 
“ПитипоСошь П Н.руюг! ГС» апа “Руонбе! Огу». НВ регсетасе 0Ё апйБо@ге$ ууаб дейегтшеа, Би 
то5Йу ш 10уу Шегз. РгеЁегепсе 15 руеп 0 “ПитипоСошь П Н.ру о 12С» КН, уШеВ 21уе5 чиаШайуе апа 
диап абуе абеззтет 6 оГапйБо@е$ ш Фе 5егиш. Тб {е5{ аПоуу$ зего!ор1са! топНогшрх оЁ Нейсофасег 
рую иесНоп ап@ сопбго! 0Ё геабтепЕ оЁ ВейсоБасе10$15 т апипа[. 


Литература 


1. Белая, Ю.А. Частота встречаемости специфи- 
ческих антигенов НейсоБацег ру!оп при забо- 
леваниях желудочно-кишечного тракта. / Ю.А. 
Белая, М.С. Вахрамеева, В.Г Петрухин, В.М. 
Бондаренко, О.Ф. Белая, В.В. Евдокимов, Д.М. 
Курманова, Т.И. Юдина, В.Г Нестеренко // ж/л 
микробиол. 2004. № 6. С. 63-69. 

2. ДУДК:ин, Т.В. Методы выявления Нейсобацег 
руон. / ТВ. ДУДК/ин, Н.А. Соловьева, В.Г Жу- 
ховицкий и др.// Росс.гастроэнтерол.журн. 2001. 
№2. С. 77-89. 

3. Калашникова, В.А. Инфицирование обезьян 
Нейсофацег руоп.. / В.А. Калашникова // Вете- 
ринария. 2006. № 7. С. 23-25. 


УДК: 579.252.55:615.332:579.25:577.212.3 


4. Калашникова, В.А. ПЦР-диагностика Не|со- 
Басег руот! у обезьян. В.А. Калашникова // Ве- 
теринарная патология. 2006. № 3 (18).С. 57-60. 

5. Махова, М.А. Молекулярно-биологические ме- 
тоды в диагностике хеликобактеной инфекции: 
Автореф. дисс...к.б.н. / М.А. Махова, Москва, 
2003. 24 с. 

6. Чайка, Н.А. Кампилобактериоз. / Н.А. Чайка, 
Л.Б. Хазенсон, Ж.П. Бутцлер // М.: «Мед-на», 
1988. С. 115-133. 

7 Опе, ]. Нейсофамег Зремез ап Нейсофацег 
ТшЕесНоп ш Апипа[5. / ). Опе // Маета15 оЁ 28 
Мот Сопотез$ оЁ фе У\ой4 ЗтаП Апита! Уве11- 
пагу АззочаНоп, 24-27 оке. 2003, Тва|апа. 


В.И. Семенихин, А.С. Донченко, С.А. Юрик 
(Институт экспериментальной ветеринарии Сибири и Дальнего Востока, и. 


Краснообск, Новосибирская область} 


ВЫЯВЛЕНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ 


НЕКРОБАКТЕРИОЗА 


СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ ЖИВОТНЫХ ®› 
С ПОМОЩЬЮ ГНЕЗДОВОЙ ПОЛИМЕРАЗНОИ 


ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ 


Некробактериоз — широко распростра- 
ненное инфекционное заболевание, кото- 
рым болеют все виды животных и птиц, 
а также и человек. Первичным агентом в 
возникновении данного заболевания явля- 
ется РЕизоБамептит песторйогит - грамот- 
рицательная, полиморфная, неподвижная 
палочка, растущая в строго анаэробных 
условиях, не образующая спор и капсул. 
Болезнь причиняет экономический ущерб 
из-за снижения многих показателей, в том 
числе молочной продуктивности на 5-25%, 
интенсивности роста на 15-25% [1-3]. 

Основным способом лабораторной 
диагностики некробактериоза крупного и 
мелкого рогатого скота в настоящее вре- 
мя является бактериологическое исследо- 
вание: микроскопия мазка, посев на пита- 


тельные среды, биопроба на лаборатор- 
ных животных. Эти методы диагностики 
имеют свои минусы. Так, из очагов пора- 
жения наряду с РизоБамептит песторйогит, 
обладающей вирулентностью, выделяют и 
невирулентные биотипы: Ризофачметит 
рзеидопесторйотит, находящиеся в руб- 
це, а также атипичные формы, которые 
никогда не вызывают заболевание, но по 
морфологическим признакам очень схожи 
с вирулентными вариантами. Одновремен- 
но в больших количествах выделяется со- 
путствующая микрофлора: стафилококки, 
стрептококки, микрококки, картофель- 
ная, кишечная палочки и другие микроор- 
ганизмы. Поэтому выделить возбудителя 
заболевания сложно. В целом на постанов- 
ку диагноза затрачивается 12—16 суток, а в 
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